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小 鼠 卵 慢 速 和 快速 降温 及 玻璃 化 冻 存 的 
比较 研究 
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化 法 (R-FYM 和 MVM) 对 昆明 小 鼠 卵 进行 冷冻 保存 的 比较 研究 ， 并 用 体外 受精 技术 检 调 冷 
谍 复 苏 卵 的 受精 能 力 。 SL 和 R-EVM 的 存活 率 分 别 为 55.1 土 1.2 和 65.947.9, PEF OL 
(24.2+73》 和 MVM (45220 其 受精 率 分 别 为 72.8 二 1.8 和 73.9 土 0.4 显著 高 于 OL (58.6 土 
11.2) 和 MVM (41.S+8.$)。、 而 与 对 照 组 (77.5+ 3.9) MU, BRR: D 慢 速 降温 程序 
(SL》 和 同时 含有 渗透 性 和 非 渗 透 性 防冻 剂 的 玻璃 化 法 (F-RYM) 较 适 宜 昆 明 小 鼠 卵 的 冻 存 ， 
2) 同时 考 虚 冻 存 过 程 中 的 冰晶 损伤 和 渗透 压 损伤 是 获得 较 好 冻 存 结果 的 芙 键 。 


ra 
Ay zws SINR. GHA. ORR TE 
自 人 精子 细胞 冷冻 保存 成 功 以 来 〈(Polge 等 ，1949)， 有 关 细 胞 冷冻 保存 的 研究 已 取 

得 很 大 的 进展 。 然 而 ， 与 精子 和 胚胎 相 比 ， 哺 乳 动物 卵 的 冷冻 保存 仍然 不 太 成 功 。 虽 然 已 
有 一 些 动 物 如 小 鼠 〈Surrey 等 ，1990; Shaw 等 ，1991; Friedler 等 ，1987; Mazur 等 ， 
1984); 兔子 (Diedrich #, 1986); # (Niemann, 1991) 和 人 (Quinn &, 1986; 
Trounson, 1986) 卵 冻 存 成 功 的 报道 。 但 在 不 同 的 实验 室 ， 其 冻 存 效果 却 很 不 相同 
(Rall, 1987; Massip , 1986; Mazur. 1984). WS HEREA TRAWA., BAR 
所 知 ， 影 响 卵 冻 存 效果 的 主要 因素 可 能 是 防冻 剂 组 成 、 降 温和 复苏 速率 (Friedler 等 ， 
1988)。 本 文 利用 我 国 常用 的 实验 动物 昆明 小 鼠 为 材料 ， 用 4 种 不 同 的 冷冻 模式 〈 慢 速 程 
控 、 超 快速 降温 和 两 种 不 同 的 玻璃 化 法 }， 对 其 卵 进行 冷冻 保存 的 比较 研究 ， 并 用 体外 受 
精 (in vitro fertilization, IVF) 检测 冷冻 复苏 卵 的 受精 能 力 ， 探 讨 降温 速率 和 防冻 剂 对 
SAR FEA) RENo 


1 材料 和 方法 


实验 用 小 鼠 为 昆明 品系 ， 肉 鼠 4 一 8 Hit, AE 10 一 15 AB (CAPD PORE), 
RAKKA = Bek 2 BAK (NANO pure ultrapure water system) 处理， 标定 阻 值 大 
于 17 MQ. 


# 云南 省 应 用 基础 研究 基金 资助 项 目 
本 交 1995 年 2 月 24 日 收 到 .同年 5 月 10 日 修 回 


OO 00D http://www.cqvip.com 


1 期 季 维 智 等 ， 小 鼠 卵 慢 速 和 快速 降温 及 玻璃 化 冻 存 的 比较 研究 69 


11 卵 的 获取 

Be Gat IE ETE St 101U PMSG 〈 长 春生 物 制品 所 7)，48 一 50h 后 腹腔 注射 U hCG 
《北京 动物 所 )。hCG 注射 后 14h 处 死 小 鼠 ， 取 出 输卵管 起 人 Hp-HTF RR (Surry 
等 ，1990) 中 ， 用 针 刺 破 输卵管 腹 老 部 挑 出 卵 团 ， 再 用 0.1% 透 明 质 酸 酶 处 理 ， 除 去 卵 丘 
细胞 ， 最 后 用 Hp-HTF ive ee ae BY ES A 
1.2 精子 的 获取 与 获 能 
Atop RAIS, AR SRR TS. RA BOF oe RM 0.3% 
BSA / HCO3-HTF 培 液 中 ， 在 5% CO, 37C HHA PRA 1 一 1.5h。 获 能 后 精子 活力 
(motility) AF 70%. 
1.3 冷冻 和 复苏 

低 浓 认 防 冻 剂 慢 速 程控 降温 《SL，Friedler 等 ，1987): 在 室温 下 ， 卵 依次 称 到 含 
0.5, L0., l.5mol/ L 丙二醇 的 PBI 中 分 别 平 衡 5、5、10min。 然 后 封装 于 含 
1.5 mol/L 再 二 醇 -0.2 mol / L #RH-PB1 / 20%FCS 溶液 的 0.25 ml 的 冷冻 小 管 中 ，0C 
平衡 45min, HAM IX (Planner KRYO 10, USA) 实行 程控 降温 冷冻 D 以 
2C / min 从 0C 隆 到 -7C; D 在 -7 人 CC 植 冰 后 平衡 5 mins 3) L10.3T / min A-7C MA 
-30 人 后 迅速 转 称 到 液 氮 中 保存 。]1 一 4 周 后 在 37 世 水 浴 中 复苏 。 复 苏 后 卵 依 次 转移 到 
1.0mol/ L A 2B -0.2 mol’ L ER / PBI. 0.5 mol/ L 再 二 醇 -0.2mol/ L H $i 
/ PBI, 0.2mol/ L ES / PB) 液 中 分 别 平衡 5 min 后 转移 到 新 鲜 培 养 被 中 。 

中 高 浓度 防冻 剂 超 快 速 降温 法 CQL, Surrey #, 1990: 室温 下 卵 依次 在 0.25、 
0.5 mol / L Ë, 3.5 mol/ L DMSO 的 Hp-HTF 液 中 平衡 5 min， 封 装 于 0.25 ml KH 
小 管 中 ， 直 接 投 和 人流 气 中。 复苏 在 37 艺 的 水 滩 中 进行 。 复 苏 后 卵 依次 转移 到 0.5 mol/L 
FER, 0.25 mol / L FER Hp-HTF / 20% HCS 液 中 各 平衡 5 min HH BA MHI HR 
中 。 
PM it: I (R-FVM, Lassale 等 ，1985): 玻璃 化 液 为 90% 的 VSI, & 2.53 
mol/L AY — HA. 2.36 mol/ 的 乙酰 胺 、1.19 mol/ LAAC, 54%H LA 
(Mr= 6000)。 在 室温 下 ， 卵 平衡 封装 于 0.25 ml 的 冷冻 小 管 ， 直 接 投 和 人 被 氮 中 。 冻 存 一 周 
后 在 0C 的 冰 水 浴 中 复苏 。 

玻 现 化 法 了 MVM，Rall 等 ，1985)， 玻 瑞 化 液 为 MVS， 包 括 MVS! ( 含 10% 的 
甘油 ，20% 的 丙二醇 ) 和 MVYS2 ( 含 25% 的 甘油 ，25% 再 二 醇 ;"。 复 苏 同 R-FVM。 
14 冻 存 卵 的 活力 检测 
1.4.1 形态 检测 复苏 后 在 Hp-HTE 中 培养 30 min， 以 透明 带 完好 无 损 ， 卵 周 隙 清晰 ， 
卵 质 色 一 ， 透 光 性 好 的 卵 为 存活 卵 。 存 锋 卵 数 与 冷冻 卵 总 数 之 比 为 存 锋 率 。 
14.2 受精 能 力 检 测 复苏 后 的 卵 置 于 装 有 O3%BSA / HCO3-HTF 培 液 的 四 和 孔 培养 板 
H, WARRT (CHH>70%, REN ”个 /mlYy， 共 培养 6h 后， 转移 到 
0.3%BSA-5%FCS/ HCO, -HTF 培养 液 中 继续 培养 ，32h 后 检查 受精 结果 。 两 细胞 胚 
胎 数 与 存 锋 卵 总 数 之 比 为 受精 率 。 对 照 组 为 未 经 冷冻 的 卵 。 


2 结果 
在 SL 和 Ql 中， 防洪 液 浓 讼 较 低 ， 平 衡 过 程 中 ， 有 的 财 由 于 收缩 引起 的 体积 变 小 ， 
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重新 故 回 Hp-HTE ik. STK AR. oy ese, m R-FVM、MVM 中 防冻 
MRRP, RA AAD SARE Se Bea. E MVM 中 尤其 如 此 ， 甚 至 发 生 烈 解 。 
AT AL MVM 对 卵 的 损伤 是 明显 的 不 可 逆 损 伤 。 冻 存 卵 复苏 后 ， 存 话 卵 与 未 冻 存 卵 在 光 镜 
下 观察 形态 设 有 差异 ， 表 现 为 卵 质 均匀 ， 卵 周 际 清 晰 可 辩 ， 透 明 指 完整 无 损 〈 图 2，a)。 
非 存 医 卵 表现 为 质 驱 损 伤 ， 可 见 卵 周 险 不 清 ， 卵 质 边 缘 模 糊 〈 图 2，b) AIO, 
SP OHM it SOAR EA OHA {图 2，c)。 

PARAL 1. SLA R-FVM 与 对 照 组 相 比 。 受精 率 无 明显 差异 。Ql1 和 MVM 
的 受精 率 显 蔷 低 于 SL 和 R-FVM (P<0.05)。SL 和 R-FVM 间 的 存活 率 无 明显 差异 。 
卡 闵 存 典 和 复苏 卵 及 其 体外 受精 和 发 育 情 况 见 图 1 一 4。 





图 1 一 4 未 冻 存 卵 和 复苏 卵 及 其 体外 受精 和 发 育 状况 


Fig. 1-4 The un-freezing and thawed oocytes. and the embryos developing using cryopreserved 


oocytes by ia vitro fertilization 


3 讨论 

TENA, He RHI, RHRANRHRHAARADLLEALE 
研究 中 的 重要 问题 (Surrey $, 1990). NRE PRA ARE. BR, 
A Tsunoda 等 (1976) 和 Whittingham (1977) 首次 报道 了 小 鼠 卵 冻 存 以 来 ， 已 有 多 篇 
有 芙 报 道 ， 但 总 的 说 来 ， 卵 的 存活 率 较 低 。 在 精液 和 胚胎 冻 存 研究 中 所 发 展 的 程序 控制 慢 
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APE. RTA AL th IR PAA i (Frieder F, 1988; 
Siebzehnrubl, 1989: Shaw 4, 1991). m. PARKIE eR RAH (Ra, 
1987; Massip 2. 1986; Mazer. 1984; Shaw。19907。 这 可 能 与 所 用 实验 动物 不 同 或 
操作 程序 有 关 (Friedler，1988; Shaw 等 。1991)。 本 研究 应 用 报道 结果 较 好 的 4 种 方法 
(Friedler , 1987; Lassalle 等 ，1985; Rall 等 ，1985; Surrey 等 ，1990)， 对 同一 种 小 
鼠 卵 进行 冻 存 ， 并 利用 IVF 进行 受精 能 力 的 检测 ， 减 少 因 实验 动物 引起 的 差异 而 有 较 好 
的 可 比 性 。 
RI RFRA SHAR 


Tab. 1 Survival and fertilization rate of cryopreserved eggs 


OR TF Fre BORE TERR FIRE 6%) P MORE THP 1%) 
(¥4SD> (X+ SD) 

SL 647 355 $5.t= 1.2 258 721+ 1.8 

Qi 643 148 24.2474 a5 $8.6+11.29 + 

R-FVM 316 210 65.94 7.9 155 739+ D4 

MVM 151 ? 4.5424 3 4154 8.5% « 

ot BR 512 405 77.5439 


2+, 与 对照 有 显著 差异 (<0.05， 盖 检验 )。 


Significant difference with control (7 <0 05, t-test) 


细胞 冷冻 保存 的 成 功 与 否 涉及 诸多 因素 。 细 胞 表面 积 与 体积 之 比 和 膜 的 通 透 性 对 降温 
速率 和 防冻 剂 的 选择 有 诀 定性 作用 ， 不 同 细胞 需要 不 同 的 冷冻 模式 〔《Nakagata，1989)。 
Frielder (1987) FARR RELATE Swiss Webster 小 鼠 胚 胎 取 得 了 较 好 的 结果 ， 而 同样 
方法 冻 存 的 卯 则 完全 失去 受精 能 力 。Nakagata (1989) 用 玻璃 化 法 冻 存 了 B6C3 小 鼠 
卵 ， 其 存活 率 和 受精 率 都 较 高 。Surry 等 (1990) 用 Q 法 头 存 杂 交 小 鼠 
(C57B1 / 6XC3H 卵 得 到 了 较 好 的 结果 ， 其 存活 率 为 61%、 受 精 率 为 77%。 而 我 们 用 该 
方 靶 冻 存 昆明 小 鼠 的 结果 并 不 理想 ， 存 医事 和 受精 率 分 别 为 24.2% 和 58.6% (R 1)。 本 
研究 对 昆明 小 鼠 卵 采用 的 4 种 冻 存 方法 显示 R-FVM 和 SLADE RRR. RA 
苏 后 具有 受精 和 发 育 能 力 ， 而 Q1 和 MVM 的 冻 存 结果 并 不 好 GE 1)。 

谍 存 过 程 中 ， 细 胞 内 冰晶 的 增长 ， 可 导致 卵 成 活 率 降低 。SL 的 冻 存 结果 说 明了 慢 速 
降温 和 植 冰 有 利于 卵细胞 腊 水 赵 于 完全， 从 而 降低 了 因 超 冷 而 发 生 快速 结 冰 导 致 的 冰晶 损 
B M QSR, SOFARERE. 这 可 能 是 因为 防冻 剂 浓 放 不 够 高 ， 冷 冻 过 程 虽 
是 快速 降温 ， 但 仍 未 实现 臻 瑞 化 ， 而 是 发 生 结 冰 现象 ， 导 致 较为 严重 的 冰晶 损伤 。 玻 瑞 化 
的 实质 在 于 通过 快速 降温 ， 使 高 浓度 溶液 体系 不 经 过 结 冰 过 程 而 直接 形成 玻 瑞 态 ， 以 避免 
冰晶 损伤 (Lassalle 等 ，1985: Rall, 1987). 

Shaw (1991) 认为 ， 渗 透 压 是 影响 卵 冻 存 结果 的 最 重要 因素 。 改 进 渗透 压 损伤 不 
衣 能 保护 卵 的 正常 形态 ， 而 且 可 能 还 与 卵 的 受精 能 力 和 进一步 发 育 能 力 有 关 。 已 有 证 据 表 
明 ， 高 渗透 压 会 引起 脱水 使 细胞 膜 破裂 (Steponkus 等 ，1979)， 或 是 大 量 水 分 的 移动 干 
扰 正 常 的 细胞 膜 功能 (Muldrew 等 ，1990)。 但 高 渗透 压 如 何 影 响 后 来 胚胎 的 发 育 尚 不 清 
楚 。 在 我 们 的 研究 中 R-FVM 的 冻 存 结果 显著 优 于 MVM， 这 两 种 方法 的 不 同 之 处 在 于 
前 者 的 玻璃 化 防冻 液 不 仅 含有 渗透 性 防冻 剂 DMSO、 丙二醇 、 乙 酰胺 )， 还 含有 非 渗 透 
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性 防冻 剂 豪 乙 二 醇 ， 而 后 者 的 玻璃 化 防冻 剂 仅 含 再 二 醇和 甘油 。 这 提示 防冻 液 中 同时 含有 
渗透 性 和 非 渗 透 性 防冻 剂 可 能 有 助 于 减少 渗透 压 损伤 。 

Lassalle # (1985) 用 R-FVM 方法 和 Rall (1987) 用 MVM APE RRR 
HSB Sl ee BRA OR. RIIA ERA PA PE AD RBI aR CR 
1}。 此 外 我 们 还 观察 到 高 渗 的 玻璃 化 液 ， 尤 其 是 MYSI. MVS ERS RRR 
逆 缩 小 。 卵 对 高 渗 的 玻璃 化 液 的 适应 能 力 较 弱 “Shaw，1990}， 而 胚胎 在 玻璃 化 液 中 虽 经 
较 长 时 间 的 平衡 ， 体 积 的 变化 仍 是 可 赣 的 《Lassalle Æ, 1985; Surrey ¥, 1990). eit 
明 卵 比 是 了 胎 脆 能 .对 防冻 剂 的 组 成 及 清 度 有 更 高 的 要 求 。 可 能 提示 高 诊 的 玻璃 化 防冻 剂 不 
适宜 卵 的 冻 存 。 

综 上 所 述 ， 在 选择 冻 存 模式 时 ， 根 据 具 体 细胞 的 情况 尽力 调和 冰晶 损伤 和 涂 透 压 损伤 
这 一 对 矛盾， 使 二 者 降 至 最 低 ， 是 获得 较 好 冻 存 结果 的 关键 。 在 本 研究 中 、 慢 速 降温 程序 
CSL) 和 同时 含 渗 透 性 和 非 裕 透 性 防冻 剂 的 玻璃 化 法 (F-RYM?) 较 适 于 昆明 小 鼠 卵 的 冻 
存 。 
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Abstract 


Unfertilized Kunming mouse oocytes obtained 14 h after hCG were cryopreserved em- 
ploying four freezing protocols; 1) SL, the oocytes were equilibrated in 0.5, 1.0, 
1.5 mol/ L 1, 2-propanediol for 5, 5 and 10 min at room temperature respectively; slow 
cooling at a rate of -0.3 C / min to -30C The frozen eggs were thawed in 37C water and 
moved into fresh medium after equilibration in 1.0 mol/ L 1, 2-propanediol -0.2 mol / L 
sucrose “ PBi, 0.5mol/ L 1, 2-propanediol / PB1, 0.2 mol/ L sucrose / PBI for 5 min, 
respectively, 2) Q1, using a freezing medium of 3.5 mol/ L DMSO in Hepes-HTF, and 
cooling ultrarapidly by simply plunging into liquid nitrogen. The frozen eggs were thawed in 
37C water and moved into fresh medium after equilibration in 0.5mol/ L sucrose, 
0.25 mol / L sucrose Hepes-HTF for 5 min respectively; 3) R-FVM, vitrifying oocytes in 
90% VSI and thawed in 4C bath and moved into fresh medium after equilibration in 50% 
VS1 and 25% VSI for 10min, respectively; 4) MVM, vitrifying oocytes in Massip’s 
vitrification solution and thawing in 20C bath. The frozen eggs equilibration in 1 mol/ L 
sucrose for 10 min and washed 3 times by PBS. The results showed that the survival rate and 
fertilization rate of SL and R-FVM were similar to those of the control, but significant high- 
er than those of QI and MVM <P <0.05) . Our results suggested that: 1) Both slow cool- 
ing and vitrification can preseve Kunming mouse oocytes well; 2) The vitrification solution 
containing both permeating and nonpermeating cryoprotectants (such as VS1) was suitable 
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for Kunming mouse oocyte vitrification. 
Key words Kunming mouse, Oocytes, Cryopreservation 
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